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Abstrak 
 
Kuantitas dan kualitas hasil ekstraksi DNA dari jaringan FFPE sangat tergantung dari proses awal yang harus dilakukan 
pada sampel sebelum masuk kedalam tahapan ekstraksi DNA. Proses awal yang sangat menentukan keberhasilan 
ekstraksi DNA ini adalah proses deparafinisasi, yaitu proses penghilangan parafin jaringan dari parafin. Penelitian ini 
bertujuan untuk membandingkan kualitas DNA yang diambil dari sampel arsip FFPE (Formalin-fixed paraffin-
embedded tissue) dengan metode deparafinisasi menggunakan xylene dan mineral oil di RSUP Dr. Mohammad Hoesin 
Palembang. Sebanyak 16 sampel arsip FFPE diambil dari Laboratorium Patologi Anatomi RSUP dr. Mohammad 
Hoesin Palembang. Seluruh sampel kemudian  dibagi menjadi 2 bagian sama rata kemudian dilakukan proses 
deparafinisasi menggunakan xylene dan mineral oil. DNA yang telah diisolasi akan diuji kuantitasnya menggunakan 
spektrofotometer dengan panjang gelombang 260nm.  Uji kualitas akan dilakukan dengan menghitung OD Ratio 
260nm:280nm. Selain itu DNA juga akan diamplifikasi lalu dilakukan visualisasi dengan sinar UV. Konsentrasi yang 
didapatkan kemudian diuji dengan uji Wilcoxon dan menunjukkan adanya hubungan signifikan antara metode 
deparafinisasi dan konsentrasi yang didapat (P=0.036). Primer beta-actin (524bp)tidak ditemukan potongan gen yang 
diinginkan setelah elektroforesis, kemudian diuji dengan primer Mitin (142bp) menunjukan potongan gen yang 
diinginkan pada saat elektroforesis dan visualisasi UV.Terdapat hubungan yang signifikan antara metode deparafinisasi 
FFPE dengan kuantitas dan kualitas DNA yang didapat.  
Kata kunci: FFPE, Isolasi, DNA, Beta-actin, Formalin fixed paraffin embedded Tissue 
 
Abstract 
 
The quantity and quality of DNA extracted from FFPE tissue is highly dependent on the initial process that must 
be performed on the sample prior to entry into the DNA extraction stage. The initial process to determine the 
success of DNA extraction are deparaffinizationprocess, namely the process of removal of paraffin from paraffin tissue. 
This study aimed to compare the quality of DNA extracted from samples archived FFPE (formalin-fixed paraffin-
embedded tissue) with deparaffinizationmethod using xylene and mineral oil at the Hospital Dr. Mohammad Hoesin 
Palembang. A total of 16 samples were taken from archival FFPE Pathological Anatomy Laboratory dr. Mohammad 
Hoesin Palembang. The entire sample divided into two equal parts and then do deparaffinization process using xylene 
and mineral oil. The quantity of DNA isolated was tested using spectrophotometer with a wavelength of 260nm. 
Quality testing will be done by calculating the ratio OD 260nm: 280nm. Besides DNA will also be amplified and do 
visualization with UV light.Concentrations obtained were then tested by the Wilcoxon test and get the results that there 
is significant influence between methods deparaffinization concentrations obtained (P = 0.036). Primary beta-actin 
(524bp) that can not be found pieces of the gene of interest after electrophoresis, then tested with primary Mitin (142bp) 
to show pieces of the gene of interest at the time of electrophoresis and visualization UV. There is a significant 
relationship between deparaffinization FFPE method with the quantity and quality of DNA obtained. 
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1. Pendahuluan 
 
Perkembangan dan penyebaran penyakit 
dikarakterisasi berdasarkan penyimpangan 
genetik dan epigenetik termasuk penyusunan 
ulang kromosom, penambahan dan pengurangan 
DNA dan metilasi DNAKemajuan Teknologi 
profiling “genome-wide”, seperti mikro-arrays 
meningkatkan kemampuan kita untuk 
mengidentifikasi dan mendeteksi penyimpangan-
penyimpangan spesifik . Teknologi telah 
berkembang, faktor pembatas yang dihadapi 
adalah terbatasnya sampel tersedia yang 
mempunyai kualitas baik¹ . 
 Jaringan dalam blok parafin terfiksasi 
formalin atau FFPE (Formalin-fixed paraffin-
embedded tissue) telah secara luas dan puluhan 
tahun digunakan dalam studi-studi 
imunohistokimia. Jaringan FFPE tidak hanya 
merupakan sediaan sampel jaringan yang bisa 
bertahan lama, tapi juga merupakan sumber 
material biologis berlimpah yang mudah didapat 
dan memiliki biaya rendah untuk penggunaan 
skala besar 
2
. Kuantitas dan kualitas hasil 
ekstraksi DNA dari jaringan FFPE sangat 
tergantung dari proses awal yang harus dilakukan 
pada sampel sebelum masuk kedalam tahapan 
ekstraksi DNA. Proses awal salah satunya yang 
sangat menentukan keberhasilan ekstraksi DNA 
ini adalah proses deparafinisasi, yaitu proses 
penghilangan parafin atau pembebasan jaringan 
dari parafin.
3
Proses Berbagai teknik 
deparafinisasi sudah dipelajari dan dilaporkan 
dalam beberapa jurnal penelitian yang 
memberikan hasil beragam. Di antara metode 
deparafinisasi yang banyak dilaporkan adalah 
metode pemanasan kering, metode pemanasan 
dalam larutan dengan PH basa, dan dengan 
menggunakan larutan Xylene yang bersifat toksik.
 
Saat ini sudah dikembangkan juga metode 
baru dengan menggunakan Mineral Oil yang 
tidak bersifat toksik dan diduga tidak 
mengganggu struktur DNA jaringannya.
4
 
Minyak mineral dapat digunakan untuk 
menghilangkan lilin secara efektif dari sampel 
FFPE tanpa mempengaruhi kualitas DNA.  
 Walaupun berbagai metode 
deparafinisasi yang sudah dilaporkan, sejauh 
ini belum ada yang membandingkan secara 
langsung kualitas dan kuantitas DNA hasil 
isolasi dari FFPE yang mendapat perlakuan 
deparafinisasi dengan larutan xylene dan 
larutan mineral oil. Penelitian ini dilakukan 
untuk mengetahui metode deparafinisasi yang 
mana di antara kedua metode di atas yang 
paling optimal dan efektif untuk 
mengekstraksi DNA dari jaringan FFPE yang 
tersimpan di Bagian Patologi Anatomi RSMH 
Palembang.    
 
2. Metode 
 
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental 
laboratorium berpembanding untuk 
membandingkan kualitas dan kuantitas ektrak 
DNA hasil isolasi dari jaringan FFPE dengan 
metode deparafinisasi menggunakan larutan 
xylene dan deparafinisasi menggunakan mineral 
oil. Populasi penelitian ini adalah jaringan arsip 
FFPE yang tersimpan di Sentra Diagnostik 
Patologi Anatomi RSUP Dr. Moh. Hoesin 
(RSMH) Palembang. Fakultas Kedokteran 
Universitas Sriwijaya (FK Unsri). Berdasarkan 
pertimbangan waktu dan biaya penelitian, 
sebanyak 16 sampel arsip jaringan FFPE yang 
berusia kurang dari 5 tahun akan diambil sebagai 
sampel dalam penelitian ini. 
Data numerik dari kedua kelompok sampel 
penelitian ini akan dianalisis menggunakan uji t 
untuk sampel berpasangan (paired t-test). Apabila 
data tidak berdistribusi normal maka sebaiknya 
digunakan uji Wilcoxon Signed Rank Test.  Data 
hasil pemeriksaan PCR yang bersifat dikotomi 
(postif dan negatif) akan dianalsis menggunakan 
uji McNemar (McNemar’s test) untuk variable 
kategori berpasangan.
5
. 
 
3. Hasil 
 
Dalam penelitian ini dilakukan perbedaan 
perlakuan pada metode deparafinisasi dengan   
menggunakan mineral oil dan xylene. Setelah 
proses Isolasi DNA telah dilakukan DNA  
siapuntuk dianalisis dengan Spektrofotometer 
untuk   mengetahui kuantitas dan  kualitas   
DNA    yang  terkandung didalamnya. Hasil 
JKK, Volume 4, No 1, Januari 2017: 32-38  34 
p-ISSN 2406-7431; e-ISSN 2614-0411 
 
spektrofotometri didapatkan data pada serapan 
260 (A260), serapan 280 (A280), rasio 
A260/A280, dan konsentrasi DNA dalam 
ug/ml yang disajikan dalam Tabel 1 dan 2. 
 
Tabel 1. Konsentrasi Isolat DNA 
 
 
Tabel 2. Nilai rata- rata Konsentrasi Isolat DNA 
 
 
Hasil rata-rata data Spektrofotometri 
menunjukkan bahwa metode deparafinisasi 
dengan menggunakan xylene menghasilkan 
konsentrasi yang lebih tinggi daripada metode 
deparafinisasi dengan menggunakan mineral oil 
dengan perbedaan sebesar 233.13 ug/ml. 
Sebelum dianalisis dengan uji beda rerata, 
uji normalitas telah dilakukan pada data rerata 
konsentrasi DNA hasil pengukuran dengan 
spektrofotometri untuk mengetahui apakah data 
tersebut terdistribusi normal.  Hasil uji normalitas 
dicantumkan pada Tabel 3. 
 
Tabel 3. Uji Normalitas Kolmogorov - 
Smirnov
 
Dari analisis normalitas Kolmogorov-Smirnov 
didapatkan bahwa data berdistribusi tidak 
normal, makan pendekatan yang digunakan 
adalah analisis non-parametrik yaitu dengan 
menggunakan Wilcoxon test. Hasil Wilcoxon 
test disajikan dalam Tabel 4. 
Tabel 4. Hasil Wilcoxon Test 
 
Berdasarkan hasil Wilcoxon Signed Rank Test, 
didapatkan nilai p value sebesar 0,036, di 
mana kurang  dari batas kritis penelitian 0,05 
menunjukkan terdapat hubungan bermakna 
kadar kuantitas DNA hasil isolasi dari FFPE 
antara kelompok perlakuan metode 
deparafinisasi xylene dan mineral oil. 
Elektroforesis dan visualisasi sampel 
menggunakan beta-actin didapatkan seluruh 
sampel dengan hasil negatif sehingga tidak 
bisa dianalisis hubungan kualitas DNA dengan 
metode deparafinisasi dengan menggunakan 
xylene maupun mineral oil. 
 
 
Gambar 1.Hasil elektroforesis menggunakan primer beta 
actin menunjukkan hasil negatif pada seluruh sampel pada 
ketinggian pita 564bp. Marker = DNA ladder 100bp. 
KP KN 
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Elektroforesis dan visualisasi sampel 
menggunakan primer MitND didapatkan 
seluruh sampel dengan hasil negatif sehingga 
tidak bisa dianalisis hubungan kualitas DNA 
dengan metode deparafinisasi menggunakan 
xylene dan mineral oil. 
 
 
 
Gambar 2. Hasil elektroforesis menggunakan primer 
MitND menunjukkan hasil negatif pada seluruh sampel 
pada ketinggian pita374pb. Marker = DNA ladder50bp. 
 
 
Gambar 3. Hasil elektroforesis menggunakan primer 
Mitin(142bp) Marker = DNA ladder 50bp. 
 
Hasil elektroforesis dan visualisasi sampel 
menggunakan primer Mitin memiliki hasil 
positif dan negatif sehingga hubungan kualitas 
DNA dengan dapat dianalisis.  
Hasil terlihat bahwa terdapat 10 sampel 
yang positif dan 6 sampel negatif dari 
perlakuan dengan menggunakan xylene, 
sementara itu semua sampel (16) yang di 
deparafinisasi dengan mineral oil 
menunjukkan hasil yang positif. Hal ini 
menujukkan bahwa kualitas  DNA  hasil 
deparafinisasi dengan mineral oil lebih baik 
dari pada dengan menggunakan xylene. 
Berdasarkan hasil uji McNemar dan 
didapatkan hasil P = 0.031, menunjukkan 
adanya hubungan signifikan antara metode 
deparafinisasi menggunakan xylene dan 
mineral oil terhadap kualitas DNA hasil 
ekstraksi jaringan FFPE 
 
Tabel 5. Kualitas DNA amplifikasi primer 
Mitinterhadapmetodedeparafinisasimenggunakanxylene
danmineral oil 
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Tabel 6. Perbedaankualitas DNA amplifikasi primer 
Mitinterhadapmetodedeparafinisasimenggunakanxylene 
danmineral oil. 
 
 
Hasil terlihat bahwa terdapat 10 sampel 
yang positifdan 6 sampel negatif dari 
perlakuan dengan menggunakan xylene, 
sementara itu semua sampel (16) yang di 
deparafinisasi dengan mineral oil 
menunjukkan hasil yang positif. Hal ini 
menujukkan bahwa kualitas  DNA  hasil 
deparafinisasi dengan mineral oil lebih baik 
dari pada dengan menggunakan xylene. 
Berdasarkan hasil uji McNemar dan 
didapatkan hasil P = 0.031, menunjukkan 
adanya hubungan signifikan antara metode 
deparafinisasi menggunakan xylene dan 
mineral oil terhadap kualitas DNA hasil 
ekstraksi jaringan FFPE 
 
4. Pembahasan 
 
Hasil yang didapatkan dari rata-rata 
konsentrasi DNA dengan perlakuan metode 
deparafinisasi dengan menggunakan xylene 
lebih banyak dibandingkan DNA dengan 
perlakuan metode deparafinisasi menggunakan 
mineral oil dengan perbedaan sebesar 
233.13ug/ml. Kuantitas DNA metode xylene 
lebih baik dibandingkan dengan metode 
mineral oil.  Hasil Wilcoxon test didapatkan 
nilai P < 0.05 yang berarti terdapat perbedaan 
yang signifikan antara kuantitas DNA dengan 
perlakuan metode deparafinisasi xylene dan 
mineral oil
6
. DNA hasil isolasi dilakukan cek 
kuantitas dan kualitas  untuk melihat 
konsentrasi dan kemurniannya dengan 
menggunakan spektrofotometer dan gel 
elektroforesis.  Pengukuran konsentrasi  DNA 
dengan spektrofotometer dilakukan pada 
panjang gelombang  260 nm, sedangkan 
protein diukur pada panjang gelombang 280. 
Larutan  DNA kemurniannya dapat dihitung 
melalui perbandingan  A260  nm dengan  
A280  nm. Serapan  1 pada gelombang 260 nm 
yaitu Batas  kemurnian  yang biasa 
dipakai dalam analisis molekuler pada rasio 
A260/A280 adalah 1,8-2,0.
 7
 
     Hasil PCR dan elektroforesis dengan 3 
primer, hanya DNA yang diamplifikasi dengan 
primer Mitin (142bp) yang dapat 
menghasilkan gambaran pita saat 
elektroforesis, DNA yang diamplifikasi 
dengan primer Beta-actin(564bp) dan MitND 
(374bp) tidak menghasilkan gambaran pita 
saat elektroforesis. DNA telah mengalami 
defragmentasi sehingga DNA hanya  dapat 
diamplifikasi dengan primer pendek 
sedangkan  amplifikasi dengan primer panjang 
tidak bisa dilakukan
8
 
     Hasil uji McNemar menunjukkan adanya 
hubungan signifikan antara metode 
deparafinisasi menggunakan xylene dan 
mineral oil terhadap kualitas DNA hasil 
ekstraksi jaringan FFPE. Kualitas pita DNA 
yang dihasilkan dengan metode deparafinisasi 
dengan menggunakan mineral oil lebih baik 
dari pada menggunakan xylene
9
. 
     Hasil penelitian yang dilakukan secara 
kuantitas xylene lebih baik daripada mineral 
oil, namun, dari segi kualitas yang dinilai 
melalui visualisasi elektroforesis diketahui 
bahwa mineral oil lebih baik daripada xylene. 
Hasil pengukuran yang ditunjukkan oleh 
spektrofotometer merupakan nilai total serapan 
UV panjang gelombang 260  oleh keseluruhan 
atau asam nukleat yang terdapat di dalam 
sampel hasil ekstraksi yang diukur, yang bisa 
terdiri dari molekul DNA, potongan - 
potongan DNA yang sudah degradasi, molekul 
RNA, potongan RNA yang sudah terdegradasi, 
dan nukleoti data molekul lainnya yang 
mungkin bisa menyerap UV 260. Oleh karena 
itu, konsentrasi tinggi yang terbaca pada hasil 
spectrometer tidak bisa langsung 
menggambarkan seberapa baik kualitas 
molekul DNA nya atau integritas untai DNA 
nya. Konsentrasi DNA tinggi pada kelompok 
deparafinisasi dengan xylene hanya 
mengindikasikan kemampuan xylene yang 
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cukup baik untuk melepaskan DNA atau 
nukleat dari ikatan paraffin, namun bisa jadi 
karena sifatnya yang toksik terhadap jaringan 
larutan ini juga bisa merusak keutuhan 
fragmen/integritas DNA tersebut. Mineral oil, 
pelarut yang lebih natural ini mungkin tidak 
sekuat xylene dalam membebaskan semua 
DNA dari ikatan formalin, akan tetapi tidak 
toksik atau lebih aman bagi molekul DNA 
nyasendiri. Kualitas atau integritas molekul 
DNA yang sebenarnya baru baru bisa 
diketahui setelah diamplifikasi dengan PCR 
dilanjutkan dengan elektroforesis
10
. 
     Studi analisis DNA lebih baik 
menggunakan metode mineral oil walaupun 
dari segi kuantitas lebih baik  xylene. Lin J et 
al (2009) proses deparafinisasi FFPE 
menggunakan mineral oil menghasilkan isolat 
DNA yang berkualitas
11
. 
 
5. Kesimpulan 
 
Metode deparafinisasi menggunakan mineral 
oil menghasilkan kualitas yang lebih baik 
dikarenakan pelarut yang lebih natural ini 
tidak sekuat xylene dalam membebaskan 
semua DNA dari ikatan formalin, akan tetapi 
tidak toksik atau lebih aman bagi molekul 
DNA nya sendiri. Xylene memiliki kuantitas 
yang lebih baik mengindikasikan kemampuan 
xylene yang cukup baik untuk melepaskan 
DNA dari ikatan paraffin, namun sifatnya 
yang toksik terhadap jaringan larutan ini juga 
bisa merusak keutuhan fragmen / integritas 
DNA tersebut. 
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